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血祭高比重 リ ボ 蛋白くhighde n sitylipoprotein， 王の り コ レ ス テ ロ ー ル は動脈硬化症 の防御因子 と
して知ら れ て い る ． 近年 ， 家族性高 E D Lコ レ ス テ ロ ー ル 血症の 家系に お い て血祭 コ レ ス テ リル エ ス テ
ル 転送蛋白くchole steryle ste rtr an Sferprotein， C E T P巨活性の欠損 が報告され た ． 血賛 C E T P は分子 量
74，000 の疎水性糖蛋白 であ り H D L と そ の他 の リ ボ 蛋白間 の コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル の転 送 を 司る ．
C ET Pに 対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い ． 著明 な高 H D Lコ レ ス テ ロ ー ル 血症を 示 し た兄妹に つ き検
討 した 結軋 血祭 C E T Pの欠損症であ る こ と が 確認 さ れ た ． さ ら に ， こ れ らの 症例は C E T P の構造遺
伝子 の イ ン トロ ン14の ス プ ライ シ ン グド ナ ー の点変異くG－ A 変 鄭 の ホ モ 接合体 で ある こ辛が確認 され
た ． こ の 点変異は メ ッ セ ン ジ ャ ー リ ボ核酸の 前駆体くpre m e ss e ng rR N封 の 正 常な ス プ ライ シ ン グを阻
害す る変異で あ っ た ． さ ら に ， 国内の 4地域 く北陸 ， 岩手 ， 広島 ， 束 副 で発見 さ れ た 血縁の な い 高
H D Lコ レ ス テ ロ ー ル 血症の 21家系中 9家系に お い て ， す く なく と も 1つ の接合体 に こ の イ ン ト ロ ン1 4
の 点変異が同定さ れ た ． C E T P遺伝子 の 4 つ の 制限酵素切断長多望性 を用い た ハ プ ロ タイ プ の 検討 に よ
り C E T P欠損家系の 発端者く5例Iは同 一 の ハ プ ロ タイ プ を示 し ， こ れ らの 症例 は共通の遺伝的背景 を
共有 し てい る 可能性が 示唆 され た ■ C E T P欠損の 5家系の家系構成員 を遺伝 子診断 に て 3群くホモ 接合
体， ヘ テ ロ 接合体 ， 正 副 に 分類 しリ ボ 蛋白組成 を検討 した ． 10例の ホ モ 接合体 は高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症
．く271 士32m gld l， 平均士S DJ を示 し ． H DL コ レ ス テ ロ ー ル く164 士391 と ア ポ蛋白 A－ Iく213士 仰 の
著明高値 ， お よ び低比 重 リ ボ蛋白tlo w densitylipoprotein， L D Ll コ レ ス テ ロ ー ル け7士31 と アポ 蛋白
Bく54士14J の 低値 を示 した 一 総 て の ホ モ 接合体 は H D Llく粒子 径 ン 12n ml に 相当す る 巨大 な H D L粒子
を有 し， 健常者で は認め ら れ な い 大粒子 D L2， L D Llが 増加 して お り
， 通常認め られ る L D L2や L D L，が
減少 して 代 わ り に L D L．の 小粒子 L D L が増加 し全体 と し て L D L亜 分画が そ れぞ れ 認め ら れる と い う 多
様性 を示 し た ■ 20例 の ヘ テ ロ 接合体の 血寮 C E T Pく1．4士0．3m g11 は正 常血 賛 C E T P値く2．3士0．61 の
約半量で あ り ， 軽度 の 町 L コ レ ス テ ロ ー ル く66士1引， ア ポ蛋白 A． I く149士 相 の 増加を 示 し ， 特徴的
に H D L21I D L3比 の 増加 を認め た く1．5士0．8 v ．s． 0．6士0．41． ま た ， C E T P欠損家系に お い て 早発性動
脈硬化症 は認 め られ なか っ た ． こ の よ う に C E T P欠損 は わが 国の 家族性高 H D Lコ レ ス テ ロ ー ル 血症の
主因であ る こ と が 示 唆さ れ た ． C E T P欠損の リ ボ蛋白組成 は抗動脈硬化性 で あ り長寿と関連 し て い る
可能性が 示 唆さ れ た ．
Key w o rds choleste ryl estertr an Sfe rprotein， familial hy peralph alipoprotein－
e mia， haploty pe analysis， highden sity lipopr otein， longevity
A bbre viation sこ apO A－ I， apOlipopr oteinA－ I三 apO B， aPOlipoprotein B三B S A， bovine s e ru m
albu minニ C， Cholesterolニ CDN A， C O mple m enta ry D N Aニ CE， Cholesteryl e ster3 C E T P，
Cholesteryl estertr ansfer pr oteini d C T P， de oxycytid ine triphosphate ニE D T A， ethylenediami－
netetraac etic a cidこ F C， fre e cholesterol三 H T G L， hepatic lipase ニ f D L， high den sity
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高比重 リ ボ蛋白くhighde n sitylipoproteins， H D Lりま
リ ン 脂質 くphc6pholipid， P Ll， 遊 離 コ レ ス テ ロ ー ル
げre e chole ste r ol， FCl を リ ボ蛋白表面 に ， トリ グリ セ
ラ イ ド くtriglyc eri de， TGナ． コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル
くch dle ste ryle ster， CElを リボ 蛋白の核 に 含有 し ， ア ポ
蛋白 A一 工， A－ H を構造蛋白 と し て も つ 最 も小 さ い 粒子
サ イ ズ の リボ 蛋白である ． 血清比重 で は 1．063－ 1． 21
gノml に 存 在 し ． 比 重 に よ り E D L2く比重1■ 063
－
1．12引 と H D L3く比重1．125－ 1．2リ に 分け ら れ る ．
H D L は末楷細胞由来の F C， P L を肝 に 戻 す作用 と
外因性く食事性ナ お よ び内因性の T G の多い リ ボ 蛋白
の水解 によ り生 じた余分な F C， P Lを受 け とり 肝に 戻
す作用 を有 して い る ． その 過程 は以下の 3つ に 分 け ら
れ る ． い 末棺細胞 の細胞膜 よ り受動的 な コ レ ス テ
ロ ー ル の濃度勾配に よ り F C を取 り 込 む ． ま た は ， キ
ロ ミク ロ ン くChylo mic ro nlや 超低比重 リ ボ 蛋白くv e ry
lo w de n sity はpoprotein， V L D Ll の水解 に よ り生 じ た
F Cを取 り込む ． 2フ レ シ チ ン コ レ ス テ ロ ー ル ア シ ル
トラ ン ス ア エ ラ ー ゼ く1e cith inACholeste rol a cyltran sfe．
ra se， L C ATJ の活性に よ り F C のエ ス テ ル 化 を行う ．
31 生成され た H D し C Eを次 の 3経路 を介 して 肝 へ
転送 す る ． す なわ ち ， iコ ア ポ E を リ ガン ド と し て肝
レ セ プ タ ー を介 して肝 に戻 る経路 ， iり コ レ ス テ リ ル
エ ス テ ル 転送蛋白くchole steryl este rtr an Sfe rprotein，
C E T PI の 作用 に よ り ア ポ B含有 リ ボ 蛋白 の経路 に
C E が転送 され ， レ ム ナ ン ト レ セ プ タ ー や低比重くlo w
de n sitylipopr otein， L D Ll レ セ プ タ ー を介 して 肝 に戻
る経路 ， ま た ， iiil H D L粒子 の 細胞内 へ の 取 り込 み
くe ndocytく冶isI を伴 わ な い C E だ け の選択的な肝 へ の 取
り 込 みの 経路の存在が 示 唆 さ れ て い る
り
． し か し ， そ
れ ぞ れ の 経路 の重要度 の 割合 に 関 して は解明 さ れ て い
ない ．
低 f m L－ コ レ ス テ ロ ー ル くH D し Cl 血症は冠動脈硬化
症 の進展 をも た ら し ， 反対 に ， 高 H D しC血症は動脈
硬化性疾患が少な く ， む し ろ長寿Oo nge vitylと関連 し
て い る とさ れ て い る
2l
． H D し C値 は ， 肥満く特 に 内臓型
肥備鉦 喫煙 ， 男性 ， 高多価不飽和脂肪酸食 で低下す る
こ と が知 られ てい る が
3I
， そ の成 因 に 関 し て は 不詳 の
こ と が 多い ． H D L代謝 に関連す る蛋白 は20種類以上
同定さ れ て い るが ， その大 部分の蛋白の機能に つ い て
未だ 十分に 解明され てい な い ． 現時点で H D L の代謝
は ， 大き く 分け て次 の 3つ の 要因 に よ り規定さ れ て い
1ipopr otein
る と 考 え られ る ． 一 つ は ， そ の構 造蛋白 で ある ア ポ
A－ 工， A － H の合成 ， 分泌量で あ り ， 次 に ， F Cを エ ステ
ル 化す る LCA T， キ ロ ミ ク ロ ン や V L D L の水解を司
る リ ボ蛋白リ パ ー ゼ く1ipoprotein 1ipas e， L P Ll 活性，
H D Lの T G を水解す る 肝性リ パ ー ゼ くhepaticlipase，
H T G L巨活性な どの 各種酵素活性の変動や そ の酵素活
性 の補因子くc ofa cto再 と して作 用 す る各種 ア ポ蛋白の
血清濃度の変動であ り ， も うひ と つ は H D Lの構成脂
質 を他の リ ボ蛋白 へ 転送 ， 交換す る 脂質転送蛋白の血
清濃度で ある と考 え られ る4I． 従 っ て ， H D Lの 量的変
動 は ， こ れ ら の 多く の 要素の な か で ， I D L の ア ポ蛋白
や構成脂質 の代謝速度 を規定 す る 因子 の異常と考えら
れ る ．
脂 質転送蛋白 には ， 非極性脂質くn e utral 1ipid， つ ま
り C E と T GIと P L の一 部 を転 送す る コ レ ス テリル
エ ス テ ル 転送蛋白くch dLe ste ryle stertr an sfe rprotein，
CE T Pl と リ ン 脂質 の み を転送 す る リ ン 脂質転送蛋白
くphosph dlip dtran sferprotein， P L T Pl が 存在する
5，
．
C E T P は
， 分 子 量74，0 00の 疎 水性糖蛋白であり
6I
，
H D L で合成 され た C E を他の リ ボ蛋白 へ 転送 し ， 反
対 に T G の多 い リ ボ 蛋 白 くV L D L－inte m ediate
de n sitylipoprotein，IDLIか ら T Gを H D Lに 転送する
役割 を有 して い る
5I
．
先 に ， Koi2u miら
nは ， C E の転送活性の欠軌 こ基ず
く家族性高 訂 し C 血症 を報告 し た ． 本研究で は， 高
H D しC血症の 患者 を対象 に C ET Pの モ ノ ク ロ ー ナル
抗体 を用 い 検討 しさ ら に そ の遺伝子 を解析 し ， C E TP
欠損症 の ホ モ 接 合体 お よ び ヘ テ ロ 接合体 の リ ボ蛋白組
成を検討 した ．
対象 お よ び方法
工 ． 対 象
高 H D し C血症 くH D L．Cン100m gld1 を少なく とも
1名認 め る原発性高 H Dし C 血症 の2 1家系 を対象とし
た ． 先 に 報 告さ れ た S Y家系
乃
， YoT 家 系
8，
， YoS 家
系91の ほか ， 今回 新 た に 見い だ さ れ た18家系 を検討し
た ． 第 一 家系は ， Koizu miら
7，が 報告 した 石川県小松市
出身の家系で あ り ， C E T P活性の著明低値 を示 した．
発端者の 両親間 に い と こ 結婚 を認 めた ． 家系内 に97歳
と87歳の 長寿例 を認 め ， 心血 管障害例 を認 めな かっ
た ． 第 二 家系 は ， Sa辻0
8－が報 告 した岩手県出身の家系
で あ り ， 臨床 的特徴 と して家系内に 長寿例 を多数認め
ID L
，
inter m ediate de n sity hpoproteinikb， k ndbase pairsi L C A T， lecith incho
lest－
e r ol a cyltr 孤 Sferas eニ L P L， hpoprotein 1ipas eニ L P D S， lipopr otein de
ficient se ru mi L DL， low
dens址y lipoprotein i P A G E， pOlyacrylami de gel ele ctrophore si i P B S， p
hosphate－buffered
家族性高 m L血症 と コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル 転送蛋白
た． 第三 家系は ， Takego shi ら
9Iが報 告 した礪井県出身
の家系で あ り ， 発端者の C E T P活性は ， 正 常 の 約10の
1であ っ た ． 他 は ， 広島の 2家系， 東京 の 1家系の ほ
か， 石川 ． 福井の18家系である ．
工工． 方 法
1． 血清脂質 ， ア ポ 蛋白の測定
14時間の絶食後 の早朝空腹時 に採血 し血祭 と血清 を
得た ． C， T G は， 酵素法 で 測定 し た1 咽 ． ア ポ 蛋 白
くA－I， A－II， B， C－II， C－III， EI は免疫比濁法 くim m u－
n otutbidim etry， TIAI121で 測定 した ． H D L．C は， 沈殿
法1ヨヤ 測定 した ， H D LJH D L，比 は ， 血 祭 3 0JLl を
sudan bla ck B で染色 した の ち 4 － 30％の 未変性ポ リ
アク リ ル ア ミ ド ゲ ル くP A A 4JI3 0， P har macia，
UP S A L A， Sw ede nJ で泳動 し
14l
， 10n m の 粒子 サ イ ズ
で 抑 L2 と H D Lさ を分 け密度計測 し た ．
2 ． 血祭 コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル 転送蛋白の測定
ヒ ト C E T P の C末端25 ア ミノ 酸 を認識 す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗体 T P2 と C E T P の第261－ 367ア ミ ノ酸 を
認識す る T P6を用 い た ．
1
当 で標識 した T P2を用 い
てラ ジオイ ム ノ ア ツ セ イ くradioim m u n o as sy， 和Al 固
相法で血 襲 C E T P量 を測定し た1別61 ． 血 祭は ， － 70
0
C
で凍結保存 し ， 同量 の 2 ％ Tr辻o n 飽 和緩衝液 く3％
Triton X．1 00， 1％ bo vine s e ru m albu min くBS AJ，
0．02％ NaN，， 1m M ethyle n edia minetetr aa c etic a cid
くE D T Aン を 含 む pho sphate．buffe red sal ine くP B Sl，
E入On 1
9g亡t999亡899a a99a9gtga a t C t 亡 t999gC C a99a a9a C 亡亡tgC t9C C 亡99a a989C 亡
tC さtgt t C Cgtg9g9gC t 迎 8 C さt 8 C皇工生返C999亡t C C a99C て9a a C99亡t 亡g9g
暮





C－1時間イ ン キ エ ペ ー 卜 し使 用 し た ． 1 5
m M Na2C O3， 35m M NaH C O，． 0．02％ NaNみ pH 9．6
の 緩衝液下 で30ng の 精製 した C E T P8堰 プ ラ ス チ ッ ク
プ レ ー トに20
0
C， 18時間 コ ー テ ィ ン グ し ， 30伸 1 の
1％ B SA ， 0．02％ NaNも 1m M E D T Aを含 む P B S，
pH7．2 で6 0分飽和 さ せ た ． 1公工てP 2く100．0 0 0cpm ，
9nCilngIgGI 抗体 と抗原 は ， 1 ％ T riton 飽和緩衝液
で希釈 し， 最終条件 を0．5％ T dt皿 と した ． 200C， 90
分間， 競合性免疫反応を行っ た ．
C E T Pの比活性は ， リ ボ蛋白除去血清く比重ン 1．2 1
glmD で 測定 し た ． C E T P活性 は ， 3H－Chole sterYl
Ole ate で 標識 した H D L3 か ら L D Lへ の コ レ ス テ リ ル
エ ス テ ル の 転送くA cpmIに よ り測定 した 川 ． RI A法 で
測定 した C E T P量くjLgIで C E T P活性 を除 して比活
性 を算出 した 叫 ．
ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に よ る C E T Pの検出 の た め
に， 試料を Lae m mliの 方法 瑚 に よ っ て S DS－ ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド電気泳動 した ． 蛋白質 を 0．45メイ M の こ ト
ロ セ ル ロ ー ス 膜 に転写 し た後 ，
ほ可 で 標識 した T P 2お
よ び T P 6く2xlO5dpmlmlいこ反応 させ た
20I
．
リ ン 脂質転送活性 は 3H－didle oylphosphatidylcholine
で標識 した 王1DI．3か ら L D Lへ の 転送能を測定す る こ
と に よ っ た
1 間
． なお す べ ての 転送清性 は15％転送以
内の 直線反応域で行 い ， 3回で 測定 した ．
抗 C E T Pモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体吸着 力 ラ ム は ，
Exo nl占
二＋十 二 十
1 2 3 4 5 d 78 9 10 11 121314 1 5帖
．二．．．
川如Fig－1． LcxIalizatio n of olko n u cle otide p 血 ersforpolym e raS e Chainre actio n and the sequ e n c e s of 5， aLnd
3
，
flank ing regio n of the hu m anC E T Pge n e． T he hu m anC E T Pgene spa n s25 kbp． Perpe ndicula r
lin esinthe diagr am repre Se nt16e xo n s． Sequ e n c e sinthe upstr e a m regio n re smbl ing an S Pl bind ing
Site a nd a TA T A bo x ar e sho w n u nde rlined． A tr an S C riptio n in itatio n site くホ1is lo c ated at－27
nu cle otide upstre am Of a tr an Slation in itation site 什 A T GI． A v ariant pOlyadenylatio n signalis sho w n
at the distale nd of e x o n1 6．
Sal ine芸 P C R， pOlyme raSe Chain re actionニ P L， phospholipidi RLA， r adioim muno ass ay ニS DS，
S Odium dcde cyls ulfateニ T G， triglyc eridei T ris， T risくhydrox ymethy1 amino m eth an ei V L D L，
V erylo w de n sity lipoprotein
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Cya n oge n br o mide で 活 性 化 し た Sepharo se4 B
くP ha m l a Ciaいこ IgG を結合 させ 作成 した
20l
．
3 ． DN A解析
い ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖反応法 くpolym er aS e Chain
reaction， P C Rl と シ ー ク エ ン ス 法
高分子 D N A は， m O nX －100融解変法
21I
によ り ，
E D T A－ Na2 中 に 採血 した 10ml の末棺血 か ら抽出 し
た ． Age皿on ら
22，が 報告 した正 常 CE T P遺伝子 のイ ン
トロ ン配列か ら 計 9 セ ッ ト の プ ラ イ マ ー を 作成 し ，
P C R法で D N A を増幅 し， そ れ ぞ れ の D N A断片を サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ した く囲 い ． す べ て の エ ク ソ ン配列 お
よび ス プ ライ シ ン グ部位 を解読す る た め ． す べ て の プ
ライ マ ー を ス プ ライ ス 部位か ら50－ 10 0塩 基上流 ま た
は下流に 設定 した ． さ ら に ， ポ リ A部位お よ び 転写開
始部位 を含 め た 5
，
非翻訳領域 を合 わせ 検討 した ． 転
写開始点は開始 コ ド ン よ り27塩基上流 に あ り ， 開始 コ
ド ン より6 0塩基上流に 位置す る プ ラ イ マ ー く5
，
－T A C．
A T A T A C GG G C T C C A G G C－3り を 用 い て ． 5
，
非 翻
訳領域 の配列 を得 た ． 高 分 子 D N A lメイ g を 鋳 型
D N Aと して 50pm ol の プ ラ イマ
ー 1組 と 200JL M の
各 dide o xyn u cle otide くdG T P， d A T P， d C T P， T T Pl
と 2．5 u nits の Taq polyme ra S eくPe rk in－E he r－Cet
．
u s， Nor walk， USAl を10m M T ris．H Cl， pH8．3， 50m M
K Cl，1．5m M MgC12， 0．01％ gelatinの 緩衝 掛 こ加 え
行 っ た．
出I
． 使用 した P C R の条件 は ， 94
D





C 3分で30 サイ クル ， 10叫 1 の ミ ネ ラル オイ ル
くSigm aChemical Cc mpany， St． Lo uis， U S AJ 下で 増
幅 した くM icr拡 yCler， Ep pe ndo rf， Ha mburg， Ger m a－
nyl． 増幅 した D N A断片は ， ク ロ ロ ホ ル ム で 2 回抽出
後 ， 10m M A T P存在下 で T4 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ
ナ ー ゼ くNe w England Biolabs， Be v e rly， U S Aナを用 い
て 5
，
末端 を リ ン 酸化 し ， 90
0
Cで 加熱 した の ち ， 1 ％
低融点ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 泳動後 ， 目的と す る D N A断
片 を切り だ し ， サ ブ ク ロ ー ニ ン グ に 用 い た 一 リ ゲ ー
シ ョ ン は ， Sm aI 切断 し脱 リ ン 酸化 した pG E M－3Zf
t＋J tPr o m ega Biotek， M adis o n， U SA130ng に 目的の
D N A断片 300－ 40 0ng を加 え ， T 4 D N A リ ガ
ー ゼ
くNew England Biolabs， 馳 v e rly， U S AJ を用 い て ， 10
m M A T P存在下で ， 15
O
C 12時間反応 させ た ． 大腸菌
は ， H皿 血 弧 法制 で コ ン ビ テ ン ト化 し た D E 5此 F
，
工Q
くBethe sda Re s e arch Laboratorie s， G aithersbu rg，
U S Aン を使 用 し た ． Taq ポ リ メ ラ ー ゼ くPro m ega
Biotekンを用 い て dideo xyn u cle otide 法 で シ
ー ク エ ン ス
を行 っ た ． シ ー ク エ ン ス ゲル は ， 7 M 尿素 ， 6％ の ポ
リ アク リ ル ア ミ ドゲ ル くア ク リ ル ア ミ ドノビ ス ， 19ニ




イ ン ト ロ ン14の G － A 変異の 家系内診断 お よ び他
の 高 H D し C 血症20家系の診断に ダイ レ ク ト シ ー クエ
ン ス 法 を用 い た ． イ ン ト ロ ン12 の P lく5
，
－ C C T GA G C，
T A T G A G A C AA G－3
，J と イ ン ト ロ ン 1 4 の P2
く5
，
－A AA AGG T G A A A T G G G A A G C T－3り で P C Rを
行 い ， 約 780bp の 単 一 D NA 断片 を え た ． こ の
D N A断片を ク ロ ロ ホ ル ム で抽 出後 2ml の滅菌再蒸留
水を加 え， Ce ntric oか30くA mic on，r kn v ers， U S Alで余
分な プ ラ イ マ ー お よ び ヌ ク レ オ チ ド を 除去 した ．
籠P．
yA T PくA m ersham ， Bu ck ingha m shire， U Klで 5
，
末
端標識 した エ ク ソ ン 1 4 の P 3く5
，
一C C A GAG C T TC C．
T G C A G T C A A－3
，
1 を用 い て ， 沌gu chiら の 方法ぞで
T 7 D N A ポ リ メ ラー ゼ くSequ e n as e， United States
Bioche mical Co rpor ationくU S Bl， Cle v ela nd，U S Alを用
い て ダイ レ ク トシ ー ク エ ン シ ン グを行 っ た ．
31 CE T P遺伝子 の ハ ブ ロ タイ プ解析
高分 子 D N A lOJL g を TaqI，Stu I で それ ぞれ切断
し， 0 ．7％の ア ガ ロ ー ス ゲ ル で泳動 し た ． ナイ ロ ンメ
ン プ レ ン くHybo nd N， Am e rsh am いこ 転 写 し た 後，
Ea － 32Pコ d C TP くA m e rsha ml を 用 い て ， ra ndo m
prim ing 法
261
で 標識 し た C E T Pc o mple m entary D N A
くcD N AHGe n e nte ch hc． ， 加 ． D． Drayn aよ り供引 を
用 い て ， サ ザ ン プ ロ ッ ト
抑 を 行 っ た ． Taq工 多型性
は ， full le ngth cD N Aく1581bpJ を用 い
28，
， StuI 多型
性 に は PstトPv uII732bp の CD N A断片 を用い た
2餌
．
ま た ， エ ク ソ ン 9
－ イ ン ト ロ ン 9 の 境 界 よ り2 9塩基
3
， 側 に存在 す る B am H 工多塑性 は ， P C R法を用い
て検出 した30I． イ ン トロ ン 8 の P 4く5
，
－ T T G T T G A A T．
GAGT G A A A G C C．3り とイ ン ト ロ ン 9の P 5く5
，
－C AC－
C A A G T T T C C G A G T T T C C－3り で エ ク ソ ン 9 を含む
460bp の D N A断片 を増幅 し ， Ba mH Iで 消化後，
2．0％の ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 泳動 しそ の D N A断片の長
さ く390 ま た は460bp一 に よ っ て 制限酵素切断部位 の有
無 を決定 した ． 合計 4 つ の制限酵素切断多塑性を用い
て CE T P遺伝子 の ハ プ ロ タ イ プ を決定 した ．




s ex a ctte stlに て ハ ブ ロ タイ プ群の
観察度数の確率 を検討 した ． 血清脂質 ． ア ポ蛋白の8
っ の 変数 に 関 し て 分散 分析 くo n ew ay an alysis of
v ariance，A N O V AJを行い 4群間の 有意差比較を行っ た l
成 績
工 ． C E T P 欠損症 の 生 化学的検討
K。izu mi らが報告 した C E T P活性 の著明低値が原
家族性高 H D L血症 と コ レ ス テリ ル エ ス テ ル 転送蛋白
因と考 えら れ る家族性高 ヨD L．C 血症 くS男 衆系 を対
象 に m A法 で 血 祭 C E T P値 を 測 定 し た ． ヒ ト
CE T P の C末端25ア ミ ノ 酸 を認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル抗体 T P 2を用 い た RIA法お よ び免疫吸着 力 ラ ム で
検討した結果 ． 発端者くS Yナお よ び そ の妹くK印 の血簗
C ETP の欠損が確認 さ れ た く図 2ト さ ら に ， ヒ ト
CE TP の第261－367 の ア ミノ 酸 を認識す る T P6 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗体 を用い た ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト に お い て
も血祭 C E T Pは検出され なか っ た ． 発端 者 の 4人 の
子供で は ， 妻くT YI お よ び コ ン トロ ー ル の約 半量く1．0
－ 1．4m glDの C E T P量 を示 した く表 い ． C E T P の欠
損を示 した発端者の リ ン脂質 くPり 転送活性は コ ン ト
C E TP ＋
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ロ ー ル の 約 半量で あ っ た く表 り ． こ の こ と か ら ， 血祭
中の リ ン脂 質転送活性の約半分は C ETP に 依 存 し ，
残 り半分は他 の PL 転送蛋白ま た は自動的な PL 転送
能 に よ る こ と が 示唆 され た ．
I王． C E T P欠損症の お け る C E T P遺伝子 の 検討
C E T Pの 欠損が C E T Pの構造遺伝子異常 に よ る か
どうか を調 べ る た め ， 発端者くS YI の高分子 D N Aを
用 い て ポ リメ ラ ー ゼ 連鎖反応法くP C RJ 法を行い ， 全 エ
ク ソ ン ， ス プ ライ シ ン グ 部位 ， 転写開始点 を含 め た
5
，
非翻訳領域 ， ポ リ A部位 を含め た 3
，
非翻訳領域
の塩基配列 を決定 したく図 り ． PC R中で の合成反応 の
誤り を除外す る ため に ， 複数の P C R反応 に由来 し た
Co n 1 2
Fig． 2－ We ste rn blot of the 血 m u n o aff inity－COlu m n． retain ed fra ction of plas m a．
100JLl plas m a s ample s c o ntain ing l m M phe nyhn ethyls uUo nyl flu oride くP M S Fン
W ere S ubje cted to the T P 2－im mu n o aff inity c olu m n． The retained fra ctio n w er e
Subje cted to S DS－P A G Ea nd blotted with12可，T P 2． S Y a nd K H sh。W n 。
dete ctdble C E T P bands くc olu m n2 and 3， reSpe Ctiv elyl． YoS くc olu m nlJ show s
abo ut o n e－th h dof C E T Pm as s c o mpared to the c ontrolくCon．1． T he positio n of
the 74 k DCE T Pis in dic ated．
Tablel． H D Lでholesterol， apOlipopr otein A － I， H DL2ノH D L3 r atio， C E T Pacti vity a nd m as s， a nd
phospholipidtr a n sferpr otein a ctivityin the pla s m a of a C E T P deficie ntfami ly
阜g9ノSe x H D L－C apo A－ I H D L2ノ
くyrノM ， Fl くmgノdり
C E T P C E T P P L T P













































































60 士12 1．0 士0．2
62 士5 1．3 士0．3
80 士14 1．4 士0．3




D N A断片か ら複数個 の サ ブク ロ ー ン を得て 塩基配列
を検討 した 結軋 イ ン トロ ン14 のス プ ライ ス ド ナ
ー 部
位 什 11に G－ ， A の点変異を発見 し， ダイ レ ク ト シ
ー
ク エ ン ス 法で そ の 点変異の存在 を確認 した く図 3I－ こ
れ は ， ス プ ライ ス ド ナ
ー 部位 の コ ン セ ン サ ス 配列 で あ
る G T か ら A Tへ の 変異 であ り ， 正 常ス プ ラ イ シ ン グ
が障害され て い る こ とが 判明 した ． C ETP が約半量
であ っ た発端者の 4人 の子 供 は ， ダイ レ ク ト シ ー ク エ
津
ン ス 法で イ ン ト ロ ン ＋ 1部位 に G と A の両方の バ ン ド
を有 し ， 同変異 の ヘ テ ロ 接合体 である こ と が判明した
く図 31． 本家 系で は発端者 を含め た 8例 の 同胞中 に ，
3例 と高率 に ホ モ 接合体 を認め た く図4ト
H ． イ ン ト ロ ン1 4の ス プ ライ シ ン グ異 常の 頻度とそ
の 表現型 に 関す る 検討
家族性高 H D し C血症 に お ける イ ン ト ロ ン14 のス プ
ライ シ ン グド ナ ー 部位異常 に よ る C E TP 欠損症の頻
Fig． 3． 肋 ect s equ e n cing of the intro n14splic edo n o r site． T he a rro win d
icate s
the G to A m utatio n inthe ho m ozy gO u SprOband く1eftl． C hild lくmiddlelis a
hete ro zy gote with both G and A at this positio n． W ife of the p
roband trightJ
show sthe G re sidu e， in dic ating a wildty pe．
Pedigr e e of S．Y．
Fig．4． Pedigr e e of the S Yfamny． A fh
TSt C O u Sin m ariage is obs e rv ed betw e e n
par ents of S．Y． h tra cing back thre ege n er at
ions of the fa muy， tW O perS O n S a re
ide ntified to ha v ehadlo ng liv e sく87a nd 97yearsl． A plu s sign く＋1den ote s a
de c e as ed fami 1y m ember． N de n ote s awnd type of the intro n
14sphc e site． A
a sterisk sign くホ1de n otesthe ho m o zy go u sprdband inthe famny■ Lipoproteinand
apolipoprotein 1e v els a re mgJdl．
息 虹
家族性高 H D L血症 と コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル 転送蛋白
度を検討 した ． 正 脂血症33例の C E T P値 の 95％信頼
区間は 1．9
－ 2■ 3m gハ で あ っ た 一 血 清 王廿 し C 値 が
100mgldl 以 上 を示す 血 縁 の な い 高 H D Lコ レ ス テ
ロ ー ル 血症21家系の 検討で15家系に 血 紫 C E T P値 の
低値くく1．9mg川 を 認め た く表2ン． さ ら に ， こ の G一寸
A 変異の ホ モ 接合体 を 5家系， ヘ テ ロ 接合体 を 4家系
と国内広範囲に 同 一 の 点変異 を認め た く図51． この こ
とに よ り， CE T P の低下 は高 H D L－ C血症 の成因の 一
っ と考えら れ遺伝的素因の 果た す役割 が大 き い と考 え
られ た ．
ダイ レ ク ト シ ー ク エ ン ス 法に よ り 家系内診断を行 っ
た 5家系に おい て ホ モ 接合体10例 ， ヘ テ ロ 接 合体2 0
一札 正常16例 を診断 し C E T Pの 血清 リボ 蛋白濃度 に
及ぼ す影響 を検討 した く表 3l． C E T Pを完全 に 欠損 し
た ホ モ 接 合 体 は ， T C 271士32 m gノdl， H D L－C
164士39mgldl， L D しC 77 士31m gldl， ア ポ A．I
213士47m gldl， アポ B 54士14m gldl と高 E D し C低
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L D L C 血症 を認 め ， ア ポ A－ I の増加と ア ポ B の 低下
を認め た ， ヘ テ ロ 接合体で は ， C E T Pl ．4士0．3 m g11
と 正 常者 の 約半分 の 備 を 示 し
，
T C 195士44 mgノdl，
H D L－C 66士15m gldl， LDL－C lll士43m gldl， ア ポ
A－ I 149士43m gldl， ア ポ B 66士19m gldlと 軽度高
圧D L－C 血症 を認 め ， 特徴 的に f D LJ壬ID L此 が 約2倍
に 増加 し て い た ． H Dしの m L全体 に 対す る比 と血襲
C E TP 値 と の 間に は ， r ニ ー 0．790 と有意な負の相関関
係が認 め ら れ た く図 61． こ れ らの 結果か ら ， C E T P傾
が H D L2 値 を決定 す る 因子 で あ る事 が 示 唆 さ れ た ．
L D L－C 値 は血祭 C E T P値 に 対 して rニ 0．517 の 正の 相
関を認 め く図 71， L D Lの 成 熟過程 に L C A T由来 の
C E が重要 な役割を演 じて い る こ と が 示唆 され た ． さ
ら に ， ホ モ 接合体例 に お い て 黄色腫や冠動脈硬化性疾
患を認 め な か っ た く図 2ト
C E T P欠損 の nul 表現型以外の 商 H D L－C 血症例 を
対象 に リ ボ 蛋 白除去 血 清分画く1ipoprotein deficient
Table 2． Lipid，lipopr otein s． apolipoprotein s a nd CE T Plevelsin ra mitial hy peralphalipoprotein e mia
Cas e 3ガ笥 TC T G TL 且ヲ7 且ヲ冨 a昌O a芸O c E T P Dis eas e O，igin
Ho m ozy gote ofthe G － A m ut且tion






























































































































































15． T K 65
16． YS 62
1丁． A T 52
18． TH 64
19． S T 64
20． K K 77









































































































B A Ishika w a
lw ate
C V A， H T， G S Hiro shim a
Hiro shim a





M E N Ishikaw a
T B F 山くui
Fukui
D M． A SO Ishikaw a
Fukui
Ishilくa W a
T B． D M Ishika w a
Fukui
IH D Toya m a
E M P． A H Ishika w a．
H T Ishika w a
DM 王shika w a
1ipopてOfein ，．
a nd ap91ipopr otein le v els are m gノdl． C E T P le velis mgノl． Abbre viati。n S 。S ed he ．e a，eBA． br onchial a sthrn aこ C V A， C er ebral v asc ular attack 用 T， hy perte n sio nこ GS， gal stoneこ M E N， m ultiple
e ndoc rin e ne oplasiaこ T B， pulmo n arytube rc ulosisニ A SO－ atheros clero si obliteran sこ D M， diabetes n ellitu sこIH D，is chemiche artdis e as eこE M PJ e mPhyse m aこ A H． alcoholic hepatitis．
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Se ru m， L P D S一 に お け る C E T Pの 比活性を検討 した ．
比 重 dニ 1．21 で48時間超遠心 を行 い L P D Sに 含 ま れ
る C E T P の活性 お よ び蛋白量 を別 々 に 測定 し ，
C E T P活性 を蛋白量 で 除 して比活性 と した ． 表 2 の症
例 6くYoSl， 症 例 7くT Al， 症 例 10くM aMJ， 症 例
12くMl で はそ れ ぞ れ ， 対照 190 士63cpmlJL g に 対 し
て 34， 27， 20， 61cpmlJL g と C ETP 比活性の低値 を
津
示 し た ． 超遠心法で得ら れ た L P D S分画 に は C ETP
や 脂質転送抑制蛋白 くIipidtr an sfe r in hibito rpr otein1
が 含 ま れ て お り ， C E T P比活性 の低値 は異常 C E TP
の 存在 も しく は 抑制蛋白 の増加が 考 え られ た ． S D S．
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル の検討で は ， こ れ らの 症例の
C E T Pの サ イ ズ は対照 に 比較 して 有意 な変動 を認め
ず， 少な くと も大き な 一 次構造や 糖鎖 の 付加の異常は
Fig． 5． Ihstributio n of C E T P deficie n cy c a u s ed by a splicing defe ct of intro n1 40f
the C E T Pge n e． A m o ng 21 hype ralph alipopr oteinemic f amnies， nin e u n related
famnie s w er eide ntified to ha v e atle ast o n e m utant anele ofthe s a m e m utatio n．
Table3． The le v els of lipd， apOlipoprotein， and C E T Pin five Ea milie s with C ETP deficie ncy a nd
nor molipidemic c o ntroIs
Num be r Age
くMノ円 brI
T C TG H D しC L D しCapoA I apoB
くmgノ瑚
C E T P H DLJ





3ノ7 男士5 271土32 150土119164士39 77士31 213士47 54土14 0士0 4．5士1．3
10ノ10 49 士20 195 土44 95 士52 66士15 111 士43 149土43 68士19 1，4士0．3 1．5士0．8
Un afle cted 5ハ1 亜 士22 1 89土38 107 士81 53士14 117 士35 124 土21 78士35 2．3 士0．6 0．7士0．4
く1即
Co ntroIs 5ノ5 亜 士18 172土23 87 土30 45 士10 107土20 117 士20 8 9士13 2． 士0．6 0．6土0■4
く10I
P vaJue sby ANOVA O．58 く0．001 0．23 く0．001
Ho m o YS． hetero N S く0．001 N S く0．001
Ho m o vs． u n af ected N S く0．001 N S く0．001
Hetero v s． u n afLe cted N S NS N S O．075
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家族性高 H D L血症と コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル 転送蛋白
CE TP レ9ノm り
Fig．6． Correlatio nbetw e e nthe C ET P le v el and
the ratio of IIDL2tO the s u m of H D L2 a nd
H D Lみ A n egative c orrelatio nbetw een the tw o
V ari al，1e s w a sfo u nd for the thre e gr oups
Sho w n－ y こ 0．7 9－ 0．17x ， Whe re y de n ote s the
ratio 仁f D L2ノく壬O L2＋ H DLJコ ， and x de n ote s
the C E T P le v el． n ニ 47ニ r こ
q O－790， pく0．001．
Yo．T．f8 mily
Pedigre epo s州o n 皿8正
一 2 皿10正一6
G ＋ A m uIQIio n He He Ho Ho
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gro ups sho w n－ y ニ 72．8＋24－8x， Whe reyde notes
L D Lcholeste rola nd x de n ote sthe C E T P lev e．
n ニ 40ニ rニ 0．51 7， pく0．001．
軋 軋ね雨Iy Yo■5． 柚噂
む5 m lほ糾
N He Ho Ho
野一正一4 正一 8
N He N
Fig． 8－ T he lipoprotein profne s of thre eCE T P deficie ncy． Lipoproteins w e re
S epa rated o n a nativ e polyacryla mide gradient gelく4－30％J and stain ed with
Sudan bla ck． A uho m o zygote sfor the G to A m utatio ntthe pedkre eposition
II－1 0， III－6， II－ 3， a nd Il－4hf Yo－T． and 且M． f am 山e s sho w s markedly inc re a sed
and e nlaIged H DL， C O工T eSpOnd ing to H D LISize く，12n ml． Hetero zy gote s 口II－8，
II－2， and 工II－2 inthe s efa m己ie s show ed inc re as ed ftD L2くparticle sizelO － 12n mlto
f D L3く8LlOn mJ ratio c o mpar ed to the u n affe cted c ontrol くII－5 0f the fl M．
famuyJ． h the Yo－S－ fa m己y， the proband くIII－41， a heterozy gote of the G to A
m utatio n， e Xhibited an inc re as ed I O L1 e v el， Which w a s equalto that of the
ho m o zygote s ofthis m utation． Tw o in dividuals withoutthis m utatio n， Sho wed an
inc re a s ed H DL21e v el－ Polydispe rs ed but clearly distinct L D Lsubclas se sくbetw ee n
ID Ll a nd L D L41 w e re obs e rved a s a chara cteristic of the ho m ozy gO u SC ET P
deficien cy■ Ho de n ote s aho mozy gote ofthe G to A m utation， 址 itsheter o zy got．
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Fig． 9－21
Fig． 9． 11 TaqI re striction fragm ent length
polym Orphis m－ A fterdigestio n of ge n o mic D N A
く10JL gl with TaqI， TaqI Asiteく9－0 0r7．5 kbl
a nd Taql B site く5．3 0 r4 A kbl w e re an lyzed
by So uthe rn hyb ridiz at on く0．7％ aga rose gel，
u sing fu1 1ength C E T PcD N Aasthe probe． A
plu s sign く＋1 de n otes the pre s e n c eof the
re strictio n site， a nd a minu s sign 卜1its abs e n．
c e． 21Stulre strictio nfragm e ntlength polym or．
phis m ． A fte rdige stion of gen o mic D N Awith
StuI， Stu I siteく4．3 0r4．O kb fragm e nO w as
analyzed by So uthem hyb ridiz ato n く0－7％
agar os egel u sing PstI －Pv uII 732 bp cD N Aas
the probe ． 入 C G 5is a ge n o mic clo n e en c om
－
pa ssing the exons 6 to 14 0f the hu m an C E T P
ge n e． Tw o c o n sta nt b ands c o mposed of 5．
8
a nd 3．4 kbar e Sho w n． 3I Ba mH Ir estrictio n
fr agm ent le ngth polym O rphis m of a mplif
ied
D N A． T he amPlified D N A with the intron 8
pr 皿 e r and the intr on 9 pr m er w a sdig
ested
with Ba mH I a nd separated by 2．0％ aga rose
gel ele ctropho re si ． T he polym Orphic
site
ge n e r ated eithe r390 0r 460 bp fr agm ents， and
lo c ated at 29 n ucle otide do w n str e a m of the
e x o n91intro n9 bo u ndary．
家族性高 甑 L 血症 と コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル 転送蛋 白
ない と考え られ た ．
押 ． C E T P 欠損症 の リ ボ蛋白像
C E T P欠損に 基ずく高 H D し C低 L D し C血症の リ
ボ蛋白像 を未変性 ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル で 検討 した
個 8J． ホモ 接合体 2家系くYoT， 江岬 と ヘ テ ロ 接合体
1家系くYoSIの 検討 で ， ホ モ 接合体く家系図位置I工ト
10， H卜 6 ， 王ト 3 ， 王ト 4ナで は H D Llに 相当す る大
粒子 H D Lの 増加 が 認め ら れ， ヘ テ ロ 接合体 く工I ト 8，
工卜 2，王1 卜 21で は正 常く工卜 別 に 対 し て H D L2分画の 増
加を認め た ■ ホ モ 接合体の L D L分画 で は ， 通常認 め
られな い 大粒 子 L D LくD L2と L D L．1 と 小粒 子 L D L
くL D L41 が 増加 し ， 反 対に 健 常者 で通 常認 め ら れ る
L DL2や L D L3亜 分画 が減少 し全体と して L D Lの それ
ぞれ の 亜 分画が顕在化 して幅広 い バ ン ド を呈 した ． ま
た ， 低比 活性 C E T Pを示 しか つ G一寸 A 変異の ヘ テ ロ
接合体で ある YoSくII ト 41 は ， C E T P欠損の ホ モ 接 合
体の H DLlと 量的に 同程度の 増加 を認 め たが ， ホ モ 接
合体で 特徴的に 認 め られ た 顕 在化し た LD L 亜分画 の
出現は認め られ な か っ た ．
V － G－ A 変異 C 瓦T P欠損症 の C E TP 遺伝子 ハ ブ
ロ タイ プ
国内で 広範囲に 発見 され た G か ら A変異 に 起 因す る
C E T P欠損症 の 遺伝的背景 を C E T P遺伝 子 の ハ プ ロ
タイ プ を決定する こ と に よ り検討し た ． TaqI， StuI，
B皿 H 工 3種類の 制限酵素で 得 られ た合計 4 つ の 制限
酵素切断断片長多型性 くre strictio n fragm e ntle ngth
polymOrphis m， R F L PJ を用 い て C E T P遺伝子 の 部分
的な ハ プ ロ タ イ プ を 決定 し た 個 9ン． 日 本人 コ ン ト
ロ ー ル の C ET P遺伝 子 の ハ プ ロ タイ プ は理 論上 の 16
型く2り の う ち 4 型の み が 観察さ れ た ． こ の 内 ， H お よ
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び押 型が 高頻度であ っ た ． 出身地の 異 なる 血縁 の な い
ホ モ 接合体 G － A 変異の 5例で ハ プ ロ タイ プ を検討
した 結軋 同 一 の ハ ブ ロ タイ プ を示 した く表 現 ． E2検
定で H 型ハ プ ロ タイ プと G － －A 変異間 に 連鎖不均衡
を認 め た くpく0．001ト
考 察
本研究 で は原発性高 H D しC 血症 の 成因 に つ い て
C E T Pの 生化学 ， 分子 生物学的検討 を行 っ た ． 先 に 報
告さ れ た C E T P活性の 著明低値を示 した 1 家系 の 発
端者 の 血 祭中に は 2種の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体で 検出さ
れ る C E TP ポ リペ プ チ ド は存在せず ， null表現 塾 で あ
る と考 え られ た 一 さ ら に
，
こ の 欠損症は C E T P遺伝子
の イ ン ト ロ ン14の ス プ ラ イ ス 異常 に 起因す る こ とが 判
明 し た ． こ の ス プ ラ イ ス 異 常 は 検討 し た 原 発 性高
E DL－C 血症21家系中9家系 に お い て 少な く と も 1 接
合子 に 同定 さ れ 国内 に 広範囲に 認め ら れた ． C E T P遺
伝子 の ハ ブ ロ タイ プ の 検 討 で イ ン ト ロ ン1 4の G一 寸 A
変異 と ハ ブ ロ タ イ プ H との 間 に連 鎖の 不 均衡 を認め ，
これ らの C ET P欠損症例は共通の 遺伝的背景 を有 す
る 可能性 が 示 唆 さ れ た ． 同 一 遺 伝 子 異 常 を 基 に
C E T P欠損症 の ホ モ 接合体 ， ヘ テ ロ 接 合体 の 診断 を
行 っ た結果 ， C E T P欠損で は高 H D L．C 低 L D L，C 低
ア ポ B 血 症 で あ り臨床的に 心血 管系に 動脈硬化 を認め
な い こ と に 加 え ， 家系 内に 長寿例 を認 め る こ と か ら
C E T P欠損 で は抗動脈硬化性 の リ ボ 蛋 白組成 に な る
と考 えら れ た ．
C E T P欠損 の ホ モ 接合体 で は非極性脂質 の 全転送
能の 欠損 と リ ン脂質転送活性 の 約半量 へ の 低下 が 認め
ら れ た ■ そ の 結果 ， H D L．に 相当す る 大粒子 HD Lの 著
Table4． Haploty pe s ofthe chole ste ryle stertra n sfer protein くC E T PIge n einC E T P deficie n cy a nd the Japa n e se c o nt，。Is
Lo catio n ofpolym orphic sites A lle e s studied
Haploty pe




























plu s slgn de n ote sthe pr e sen ce ofthe re strictio n site， a nd a min us slgn its
abs e n c e． T helo c atio n ofthe Stu I site w as
．
n ot dete rmin edくN D，－ Co ntr ol
alle e s w e retho se of c o ntr oIs from v a rio u s reg10 n S OfJapa n， a nd C E TP－ge n eal1ele s w er etho seof fiv epr oba nds of the fiv efami 1ies studied－ C hi－Squ ar e
a n alysis sho w ed a signific a nt a ss o ciatio nbetw e e nhaploty pe 正 a nd the G － ＋A
m utatio n ge n esくP ニ 0．0068 fortw o－tai1ed a n alysis c o mputed by Fishe r
，
s e x act
te sり．
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増が み ら れ ， C E の増加 と共に アポ E の増加 があり
7，
，
コ レ ス テ ロ ー ル 負荷動物 で認 め ら れ る H DL1
3り と類似
して い た ． ヘ テ ロ 接合体で は 軽度の HD しC の増加 と
H D L2 分画の 増加 を認 め ， C E T Pの 低下が 高 H D L2血
症 を規定 する 重要な要因であ る こ とが 示 唆さ れ た ■ 非
極性脂質転送能が欠損 し た ラ ッ ト
5Iで は リ ン 脂質転送
蛋白の 活性が H D L の代謝速度 を規定 し て い る こ とが
示 唆 さ れ て お り 均 ， ホ モ 接 合体 で認 め ら れ る 高
H DしC 血 症の 変動く122－239m gldlは残存 した リ ン 脂
質転送能の 差異に よ る可能性 が あ る ．
ヒ ト血祭の 末梢細胞か ら肝 へ の コ レ ス テ ロ ー ル 流入
の経路はく1 コ レ ス テ ロ ー ル の 末棉細胞か ら H D Lへ の
取 り込 み ， ほ1H D L 上 のコ レ ス テ ロ
ー ル の エ ス テ ル
化 ， く3Iコ レ ス テ リル エ ス テ ル の ア ポ B含有 リ ボ蛋白
へ
の転送 ， ま た は他の 経路を介 した肝 へ の転送 か ら成 り
立つ ． こ の H D し CE の代謝経路 は未だ不詳 の こ と が
多い が ， ウサ ギ に お け る検討で以下の 3種の 経路の存
在と そ れ ぞれ の 重要度が 示 唆 され て い る
1，
． ま ず， iう
C E T P を介 して H D しC E をV L D しID L－L D L粒子 へ
と転送す る経路であり レ ム ナ ン ト レ セ プ タ
ー や L D L
レ セ プ タ ー を介 し て肝 へ 取 り 込 ま れ る ． 次 に ， iiつ
I O L粒子 の肝細胞内へ の取 り込 み を伴 わ なtl C E だ
けの 選択的取り込 みくSelectiv e uptakelの 経路であ り ，
もう
一 つ が iiり 巨大化 した H D L粒子 が リ ボ蛋白表
面 に アポ E を取 り込 み ， これ を リ ガ ン ド と し て レ ム ナ
ン トセ プタ ー や L D Lレ セ プ タ
ー を介 して 肝 に 取 り込
まれ る経路 で ある ． 他 の 動物鱒 に 較 べ 相 対的 に 高
C E T P活性 を有 す る ウサ ギ
5，で は ， これ らの 経路の 重




ヒ トに お ける そ れ ぞ れ の 経路 の 重要度 は不詳
で あ るが ， C E T P欠損で は約110m gノdlの f D し C Eの
停滞 があ り ヒ トに おい て も 主 要な 訂 し C E の代謝経
路は C E T Pを介 した経路 で あ る と考 え ら れ る ． 本症
に お い て ア ポ E含有 H D Lの 経路や C Eの 肝 へ の 直接
的取 り込 み の経路 は ， 抑 しC Eの 肝 へ の逆転送路の変
更路くalte m ative pathw aylと し て相対的に 冗進 し て い
る も の と考 えら れ る ． 事実 ， C E T P欠損 で は正 常で は
認 め られ ない E D Ll に 相 当す る大粒子 H D L が増大 し
て お り ， ア ガ ロ ー ス ゲ ル カ ラム の 検討で こ れ らの 粒子
は ア ポ蛋白 E を含有 して い る こ と が 示 さ れ て い る
7，
t
しか しな が ら ， ア ポE含有 H D L粒子 が L D Lレ セ プ
タ ー に 結合 す る に は リボ 蛋白表面 に 複数個 の ア ポ蛋白
E をリ ガン トと して必要と し
31，
， L D L粒子 よ り 強い レ
セ プ タ ー 親和 度を有す るア ポ E含有 m L粒子 の 実数
は多くな い も の と 予想 され る ． 従 っ て ， こ の ア ポ E を
介 した実際の C E の代謝速度 が遅 い こ と が 高 取 Ll一
津
H D L2血 症の 成因と考 えら れ る ． さ ら に ， fm D－C の エ
ス テ ル 化 に より ヨD L3 か ら H D L2 へ と 粒子 サイ ズが増
大す る が ， C ET P欠損症で は H D Llか ら H D L2の粒子
の 著増 に も拘わ ら ずそ の前駆体 で あ る H DLまの 増加が
認 め ら れ な か っ た ． L C A T活性 お よJび血清 の エ ス テル
化速度 は 正常範囲であ っ た こ と よ り
7，
， H D L3 の選択的
な代謝経路の冗進 ま た は 基質 く遊離 コ レ ス テ ロ
ー 叫
量の 減少 に よ る H D Lコ レ ス テ ロ ー ル の エ ス テル 化の
低下な どが 考 え られ る ．
C E T P欠損症 の L D L－ C は約40m gldl の低下と低ア
ポ B 血症 を 伴 っ て い た ． こ の 質 的 か つ 量 的 な低
L D しC血症は以下の 理 由 に よ り動脈硬化惹起性が少
な い と 考 え られ る ． り L C AT 活性 に よ り生成さ れ
た H D L－ CE の ア ポ B 含有 リ ボ 蛋白 へ の 転送が C E TP
の 欠損 に よ り阻止 さ れ る た め L D L の高 T G低 CE化
が 認 め ら れ る ． iil CE T P欠損 で認 め ら れ るID L2や
L D Ll な どの 大粒子 L D L は L D L2や L D L3な どの 小粒
子 L D Lに 較 べ 肝 へ の取 り 込 み が 速 い こ と が 予測さ
れ1 瀾 ， こ れ ら の粒子 の異化冗進が推定 され る ． その結
果 ， こ れ らの 大粒子 L D L は CE 含量 の乏 しい L DL
で あ る こ と に よ り L D Lレ セ プ タ
ー 活性 を増加させ低
ア ポ B血症 を も た ら し て い る 可能性が あ る ． また ，
iiil 試験管内で C ET P活性 をモ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体で
抑制 した場合 H D Lか ら V L D Lへ の ア ポ E の 移動が元
進す る 34一こ とが 知 られ て お り ， C E TP 欠損で は レ ムナ
ン ト レ セ プタ ー を介 した 異化が冗進 して い る 可能性も
考 え ら れ る ．
C E TP 欠損症で は 特徴的な L D L亜 分画 の 顔在化が
認 め ら れ ， C E T P がLCA T由来の C E をL D Lへ 転
送す る こ と に よ り L D Lの成熟過程 を司 る重要な因子
で あ る こ とが 示 唆 され る ． 試験管内で H U L とL D Lに
精製 し た C ET P を添加 しイ ン キ ュ ベ
ー 卜 す る と C E
と P L が HD Lよ り L D Lへ 転送さ れ L D L粒子 サイ
ズ の 増大 が 認 め ら れ る
お－
． C E T P欠損症 で は こ の
L D Lの 成熟過程 が障害 さ れ ， 小粒子 L D L が停滞して
い る もの と考 え られ る ． しか しな が ら ， 少なく とも3
種類の L D L 亜分画 を有す る症例 で は単
一 ま たは二 つ




こ れ は ， C E T P欠損 に よる L D L未成熟
と そ の 低動脈硬化性 と 一 致す る 結果 で ある ． L DLの
多様性 く未熟齢 と その 動脈硬化惹起性 に 関し て は
さ
らに 検 討 を要す る と思 わ れ る ．
C E T P遺伝子 のイ ン ト ロ ン14の GT か ら AT
へ の
点変異 は ス プ ライ ス ド ナ ー の 保存的配列の 異常で あり
正 常 ス プ ライ シ ン グは起 こ ら ず エ ク ソ ン14 もしくはそ
の 上 流の い ず れ か の ス プ ラ イ ス ド ナ
ー 類 似 の 配列
家族性高 H D L血症と コ レ ス テ リ ル エ ス テル 転送蛋白
くCry Ptic splicedo n o r sitel で異 常な ス プ ライ シ ン グが
生じてい る可能性がある ． しか し な が ら ， こ の 点変異
の上流と下流 を認識 す る 2 つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体で
認識さ れ る ポ リペ プ チ ドが全く血祭中に 検出さ れ て い
な い ． 仮 に 異 常 ス プ ラ イ シ ン グ で 生 じ た C E T P
mRN A が細胞 内 で 合成 さ れ た と し て も ， 異 常
mR N A の不安定性等に よ り C E TP m R m の 著 減 が
生じてい た り誕， ， 顕著 な 3次構造の変化や N 結合糖鎖
の未付加な どの 翻訳後くpost．tra n slationlの異常 に よ り
分泌異常が生 じ て い る 可能性 が十分考 え ら れ る ． 最
近， CE T Pは肝 ． 小腸 の ほ か脂肪組織や骨格筋 で も 発
現してい る こ と が 明 ら か と な り 叩 ， C E T P欠損者 の
mR N Aに 対す る 直接的な ア プ ロ ー チ が 可能 と な っ て
い る ． この ス プ ライ シ ン グ 異常 に よ り生 じ る C ET P
mR N A の解析は C E T Pの 構造 ， 発 軋 機能の解明 に
寄与する も の と考 え られ る ．
さ ら に 低比活性 C E T Pを有す る 高 H D L－C血症の 症
例が散見さ れて お り ， 症例 6くYoSトお よ び 7汀封 はイ
ン トロ ン14 のス プラ イ シ ン グ異常の ヘ テ ロ 接合体であ
る に か か わ ら ず表現型 は ホ モ 接 合体 に 相当 す る 高
H DL－C 血症 を呈 して お り ， も う 一 つ な ん ら か の 異常
が重複しく他の C E T P遺伝子異常と の 複合 ヘ テ ロ 接合
体くco mpo u nd hete rozy gOtel ま た は ， 他の遺 伝子異常
の重複が考 えら れる1， 低比 活性 C E T Pを呈 して い る
可能性が 示 唆され ， 今後検討を要す る課題 で あ る ．
高頻度に 同 一 の 点変異が認め ら れ る場合 ， 異な る ハ
プロ タイ プ上 に 独立 ， 反復 して 同 一 変異 が 出現す る例
と
，
こ れ らの 点変異が共通 の遺伝的背景 に 起因す る 場
合とが あ る ． C E T P欠損症 で は後者 と 一 致す る 結果で
あ っ た ． こ の G － す A 変異 は非 コ ー ド鎖の CpG 配列に
おける C から T へ の変異で あ りメ チ ル 化 に よ っ て 生ず
る5－ m ethylcyto sine か ら T へ の 点変異の多発部位 であ
る 可能性がある卸，． こ の CpG 配列の 変異と関係 して い
る と 考 え ら れ る 例 で hem ophilia A39，， aden 。Sine
dea minas e欠損 仰 の よう に 異な る ハ ブ ロ タイ プ に 同 一
変異が認め られ る くr e c u rre nt m utatio nJ もの が 報告さ
れ てい る ． 一 方 ， phe nylketo n uria4 り， familial defectiv e
apolipoprotein B
42，
，1ipoprotein 1ipa s e欠損症43，な ど で は
特定の点変異と同 一 ハ プ ロ タイ プと の 連鎖の 不均衡 が
報告さ れ て い る ． 部 分的 ハ プ ロ タ イ プ の 検 討 で は
C E TP 欠損は後者と 一 致 した 結果 で あ り ， こ の 点変異
が反復して生ずる変異である と い う結果 は今 回 の 解析
で は得られ な か っ た ． わ が 国に お い て C E T P欠損 の
よ．うな単
一 変異が 高頻度で認 め られ て い る疾患 と し て
phe nylketo n uria41，， ade nine pho sphoribo syltra n sfe ra－
Se欠損瑚 が知 られ て い る ． さ ら に わ が 国 の phe nylk－
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eto n uria は約10 万出生に 1例み ら れ る高頻度な遺伝性
疾患であ り ， 北 モ ン ゴル 人 くn o rthem Mo ngoloidlを起
源 と した 創始者効果 くfo u nder effe ctJが 想定さ れ て い
る
4リ
． C E T P欠損に お い て も ア ジア の他民族に お け る
検討 を含め ， 多数例 で の 検討が今後必要 と考 え ら れ
る ．
C E T P欠損症 で は臨床的 に 早発性動脈硬化 を認 め
な い が ， H D LtC E の代謝速度 は著明に 低下 して い る状
態 であ り m Ll －ID L2の停滞が 認め られ る ． こ れ ら の
粒子 の末楷細胞 か ら の コ レ ス テ ロ ー ル 引出 し作用 は
H DL3 に 較 べ 微弱で あり ， こ れ らの粒子 の 増加 に 伴 う
い わ ゆる コ レ ス テ ロ ー ル の 引出 し作用 の 冗進 は考え に
く い ． C E TP 欠掛こ よ り低ア ポ B ． 低L D L－C 血 症が
生 じて い る こ と か ら ヒ トで は L C A T由来の C Eが
L D L の C E含量 の 決定 に 強く 関与 して い る こ と が 示
唆さ れ ， さ ら に C ETP が L D Lの 動脈硬化惹起性 を規
定 して い る可能性が 示 唆さ れ た ．
結 論
家族性高 H D L－ C血症の 成因に つ い て 血祭 C E T Pの
生化学． 分子 生物学的検討 を行い 以 下の 結果 を得 た ．
1 ． C E T P括性 の著明低値 を示 した 1家系 の発端者
の 血祭中に は 2種 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 で 検出さ れ る
C E T Pポ リ ペ プ チ ドは存在せず， n ull表現型で あ る と
考え られ た ．
2 一 さ ら に
，
こ の 欠損 は C E T P遺伝子 の イ ン ト ロ ン
14 のス プラ イ ス 異常に 起因す る こ とが 判明 した ．
3 ． こ の ス プ ラ イ ス 異 常 は 検討 し た 原発 性高
H L D－C 血症21家系中 9家系に お い て 少 な く と も 1 接
合子 に 同定さ れ 国内に 広範囲か つ 高頻度 に 認 め ら れ
た ，
4 － CET P遺伝子 の ハ ブロ タイ プの 検討 で イ ン ト ロ
ン14の G一一 A 変異 と ハ プ ロ タイ プ工工と の 間 に 連鎖 の
不均衡 を認 め ， こ れ ら の C E T P欠損症例 は共 通 の 遺
伝的背景 を有 す る可能性が示 唆さ れ た ．
5 ■ 同 一 の 遺伝子 異常に 基き C E T P欠損症 の ホ モ
接合体， ヘ テ ロ 接合体 の 診断 を行い ， それ ぞ れ の リ ボ
蛋 白像 を検討 した ■ ホ モ 接合体性 C E T P欠損 で は高
f D L－C 低 L D L．C 低 ア ポ B血症 を認め た ． ヘ テ ロ 接合
体で は H D L2 の 増加を特徴 と し軽度の 高 H D しC血症
を認め た ． これ らの 症例 で は 心血管系に 動脈硬化性疾
患 を認 め ず ， 家 系 内 に 長寿例 を認 め る こ と か ら
C E T P欠損 は抗動脈硬化性 の リ ボ蛋白像 で あ る と 考
え られ た ．
6 ． 以 上 よ り， 家族性高 HDしC 血症の成因と し て
C E TP 欠損症 は重要な遺伝性疾患で あ る ．
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Key w o rds cholesteryle ster tr an S飴rpr otein， familial hyperalphalipoprotein e mia， haplotype
analysis， highdensitylipopr otein，longevity
Abstr a ct
Theplas mahighden sitylipopr oteinくH D LJcholester ol is aprotecdvefactorin the de velopm ent
Ofathero sclerosi ． Re c e n tly， a飴 mily withincreas edH D Lcholester o1 1ev el w asdescribedtobedefi－
cientin cholesterylester tr an S飴r acti vityinplas m a． Plas m a cholesterylester tr an Sftrpr oteinくCE T Pl，
ahydr oPhobic glyc oprotein wi thMr－ 7 4，くX札 Catalyzesthe tran sfer ofcholesterylestersfrom HD Lto
Otherlipoproteins． Using m on oclo nalantibodies againsth um anCE T TtC訂 汀 w asnotdetectedintw o
Siblings wi th increased H D Lcholesterol lev el． 1mey ar eho m ozygousfbr apolnt m utationin the 5
T
－
splicedon or site oftheintr on140f thegen eforCE TR whichisinc o mpatible wi thn o rmalsplicing of
pre－ m e SS e ngerR N A． Furthe rm Ore， the s am e SPlicingde飴ct w asidemi fiedin9 urrrelatedfa miliesくat
le ast on ealelelo utof 21 払milieswithanincreasedIID Lcholesterollev elくン100mgJd1who had
originated 舟o mfburdi蝕 rentregio ns of JapanくHokuriku， Iw ate， Hir oshim a， and Tb kyoJ－ Analysis
of the r es雨ction簸agm entlengthpolym orphism of the CE T Pgen e sho w ed thatallprobands of 5
C ET Pdeficientfami lies， W ere ho m ozy gousfortheidenticalhap10type， Which suggeststhatthey m ay
shar e a CO m m Ongen eticbackgroud－ Fiv efamily m e mbers with CE T Pdeficie ncy w ere separ atedinto
threegro ups on thebasis of thepresen ce of the splicing deftctくG － A m utatio nl． F amily m e mbers
ho m ozygo usforCET PdeficiencyくnElOJhad hyperCholester olemiaく27 1士 32mgldl， m e an士S．D ．1，
m arkedlyin cre asedl v els of HD Lcholesterolく164 士391 and apolipoprotein A－Iく2 13士471， a nd
decreasedlev els of thelo wde nsitylipoprotein cholesterolく77 士31J and the apolipoprotein Bく54 士
1 41． A llho m ozygotes血o w ed enlarged H DL correspo nding to H D LI Siz eくparticle sizeニ ン12nml．
TheyhadpolydisperS ed and 血elydistin ct L D Lsubclassesくbetw e enI D L2 and L D L4J，in whichlarge
L D Lsu ch asI D L2 and L DLla nds mallL DLsu ch asL D L4 W erein cre ased， andc on v ersely L DL2 and
家族性高 H D L血症 と コ レ ス テリ ル エ ス テ ル 転送蛋白 1101
L DL3 W eredecreased－ Me mbers heter ozy gousfbr thedencien cyくnニ20J， Who seC ET P lev elsく1．4 士
0．3 mgの w erein thelo w erpartofthe n or malr angeく2．3士0．6J， hadslightlyincresed levels of HDL
Cholesterolく66士 15J andapolipoprotein A －Iく1 49士 43J， and anin cre asedrati0 0f HD L2tO HD L3く1．5
士0．8 vs． 0．6士0．4l－ T here w as n oe vide nc e ofpre mature ather oscler osi in the 払milies withC ETP
dehien cy． T hus， the C ET P de丘cie ncy ap pear S tObe a mdor c aus e of 血nilial hyperalphalipopro －
teinemiain Japan． T helipopr otein pr oRle ofsubje cts with C ET Pdeficien cy lSPOtenti ally anti－
atherogenic and maybe ass ociatedwithanin creasedliftspan－
